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論文内容の要旨
【目的】
Src family kinase の 1 つである Lck は TCR シグナル伝達において必須の分子であり、 TCR 刺激後 CD 3 鎖や
TCRt鎖をリン酸化して下流にシグナルを伝えることにより、 TCR からのシグナルの起点として働いているo この
際、 Lck は N末端にミリスチン酸とパルミチン酸の 2 種類の脂質による修飾を受けて細胞膜に結合することがその働
きに重要である。このうちミリスチン酸化はN末 2 番目のグリシンにN-myristoy 1 transf erase (NMT) によって
ミリスチン酸が付加されることによっている。 Lck 以外の src family の分子ではこのグリシン以外に 7 番目または
9 番目にはリシンがこの酵素の働きに重要であることが報告されている。しかし Lck は 7 、 9 番目にはリシンを持た
ないため、他に調節部位が存在する可能性が考えられる。そこで、 N末のアミノ酸に点変異を入れた変異型 Lck を
作成し、細胞内局在、脂質修飾に対する影響を検討し、さらにその変異の TCR シグナル伝達における影響を調べた。
【方法ならびに成績】
Lck は脂質修飾によって細胞内での局在が決まることから、まず種々の変異型 Lck 遺伝子を作成し、電気穿孔法
にて COS-7 細胞に発現させてその細胞内局在について検討した。各種 Lck 発現細胞を超遠心によって細胞質、細
胞膜に分画し、それぞれの分画を SDS-PAGE で電気泳動後 Lck を western blot により解析したところ、 wild
type (WT) では細胞膜に局在していたが、直接脂質修飾を受ける 2 番目のグリシンをアラニンに変えた変異体A2
では細胞質に局在が移行していた。このとき、直接の脂質修飾部位ではないと考えられる 6 番目のセリンをアラニン
に変えた変異体A6 でも Lck は細胞膜への局在が減少し、細胞質に存在していた。 7 番目のセリンをアラニンに変
えた変異体A7 ではこの局在の変化はみられなかった。また細胞内の Lck 分子を抗 Lck 抗体で染色し、共焦点顕微
鏡を用いて細胞内の Lck の局在を観察したところ、膜分画の場合と同様に WT やA7 では細胞膜に局在がみられた
が、 A2 や A6 の変異型 Lck は細胞質に染色されていた。この局在の変化から A6 分子の脂質修飾に影響がでてい
ることが示唆されたため、ミリスチン酸化を検討した。 293T細胞に WT、 A2 、 A6 分子をリン酸カルシウム法に
て発現させ、 3H 一ミリスチン酸とともに培養してラベルし、可溶化後抗 Lck 抗体で免疫沈降後 SDS-PAGE にて
ミリスチン酸化された Lck を検出した。その結果、 WT は強い3H 一ミリスチン酸のシグナルがみられたのに対し、
直接のミリスチン酸化部位であるグリシンを変異させたA2 ではミリスチン酸化は全くみられなかった。このとき、
Lck A 6 はWTと比較しミリスチン酸化量が大きく減少していた。
? ??向。
次にこの変異のシグナル伝達に対する影響を検討するため、 Jurkat 由来 Lck 欠損細胞株である JCaM l 細胞にこ
れらの変異型 Lck を発現させた細胞株を作成した。これらの細胞株を抗 CD3ε 抗体である OKT3 で刺激し、可溶
化後 SDS-PAGE にて分離して抗リン酸化チロシン抗体で western blot し、細胞内タンパクのリン酸化の変化を検
討した。すると WT やA7 では強いチロシンリン酸化の回復がみられたがA2 、 A6 では Lck が十分発現している
にも関わらず、細胞内タンパクのリン酸化はほとんどみられなかった。さらに後期シグナル伝達への影響をみるため
に T細胞活性化抗原である CD69の発現を調べた。細胞内のリン酸化と同様に WT やA7 では CD69の発現の回復が
みられたが、 A2 、 A6 発現細胞では CD69の発現は誘導できないことが判明した。
【まとめ】
Lck 分子はN末端 2 番目、 3 番目及び 5 番目の脂質修飾部位以外に、 6 番目のセリンが Lck の細胞膜への局在に
影響を与えていることが明らかとなった。これはこの部位の変異によってミリスチン酸化が障害されているためであ
り、このため Lck は細胞膜に局在できず、 TCR からのシグナルを伝達できないと考えられる。 Lck 分子ではこの 6
番目のセリンが NMT による認識部位と考えられ、そのためミリスチン酸化に重要な配列であることが示唆された。
論文審査の結果の要旨
Lck は TCR シグナル伝達において必須の分子であるが、この際、 Lck は N末端にミリスチン酸とパルミチン酸の
2 種類の脂質による修飾を受けて細胞膜に結合することが重要であるo このうちミリスチン酸化はN末 2 番目のグリ
シンに N-myristoyl transferase によってミリスチン酸が付加される。 Lck 以外の src family の分子ではこのグリ
シン以外に 7 番目または 9 番目のリシンがこの酵素の働きに重要であることが報告されているが、 Lck は 7 、 9 番目
にはリシンを持たないため、他に調節部位が存在する可能性が考えられる。そこで本研究では、種々の変異型 Lck
遺伝子を作成し、 COS-7 細胞に発現さセてその細胞内局在について検討したところ、 wildtype (WT) では細胞膜
に局在していたが、直接の脂質修飾部位である 2 番目のグリシンをアラニンに変えた変異体A2 では細胞膜への局在
がほぼ完全に抑制されていた。このとき、直接の脂質修飾部位ではない 6 番目のセリンをアラニンに変えた変異体A
6 でも Lck は細胞膜への局在が減少し、大部分が細胞質に存在していた。この局在の変化から Lck A 6 の脂質修飾
に影響がでていることが示唆されたため、 3H 一ミリスチン酸化量を検討したところ、 Lck A 6 は WT と比較しミリ
スチン酸化量が大きく減少していた。次にこの変異のシグナル伝達に対する影響を JCaM 1 細胞で検討すると、細
胞内タンパクのリン酸化、 T細胞活性化抗原 CD69の発現ともに、 WT では回復が見られたが LckA2 、 A6 ではほ
とんどみられなかった。以上のことから Lck では直接の脂質修飾部位以外に 6 番目のセリンが Lck のミリスチン酸
化に重要であり、この部位の変異によって Lck は細胞膜に局在できず、その結果 TCR からのシグナルを伝達できな
いという注目すべき事実が明らかとなった。 Src family 分子の脂質修飾は細胞内局在及び細胞機能において非常に
重要であると考えられ、本研究における脂質修飾の解析はT細胞活性化機構の解明に非常に有用な知見を提供するも
のであり、学位の授与に値すると考えられる。
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